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研究成果の概要：年齢依存性発現生体分子を“マーカー”とした法医学的年齢推定法を開発す
るための基礎的研究を行い，以下の成果を得た。(1) マウス肝において年齢依存性発現を示す
遺伝子を検索し，６個の既知遺伝子を同定した。（2）若年者の尿に特異的に見い出される糖タ
ンパク質 Ugl-Y について解析を行ない，Ugl-Y が fibronectin の一部の配列に完全に一致する
こと，また，血清に由来することを明らかにした。（3）マウス腎で見い出された年齢依存性発
現生体分子 M-LP はヒトにも存在し，活性酸素の代謝機構に関与していることが示された。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
昨今の犯罪の悪質・巧妙化に伴い，被疑者
や被害者などを特定するための法医鑑識科
学分野における個人識別精度の向上が益々
要請されている。近年，分子生物学の進歩に
立脚した DNA多型の法医実務への導入により，
個人識別精度の飛躍的向上がもたらされた。
他方，体液や臓器などの法医学的試料から，
その試料の由来する個人の年齢を推定する
マーカーに関する研究は内外においてほと
んどなされておらず，アスパラギン酸のラセ
ミ化やテロメア長の短縮などを指標とする
ものなどが散見されるに過ぎない。これらの
指標では当該個人の年齢を絞り込むには精
度が極めて不十分であり，“年齢推定”は法
医鑑識科学分野において盲点になってきた。 
我々は長年にわたり，タンパク化学及び免
疫学的手法を用いた年齢関連物質について
の研究に取り組み，ヒト尿中の若年者特異的
糖タンパク質，成人男性特異抗原，成人男女
及び少女に共通な抗原，ヒト大脳中に４０歳
までの若壮年者の大脳に存在する酸性タン
パク質などを発見した。また近年は，トラン
スクリプトーム解析を新たな方法論として
導入し，マウスの年齢依存性発現生体分子の
包括的な検索を行うことにより，ユニークな
年齢依存性発現パターンを示す既知および
未知の生体分子を見出した。このような従前
の基礎的研究の成果から，これらの年齢依存
性発現生体分子を“バイオマーカー”として，
法医学的試料から年齢推定を行うことは十
分可能であると考え本研究を行った。 
 
２． 研究の目的 
 
本研究では以下の 2点を達成できるよう研
究を推進した。 
・トランスクリプトーム解析によって年齢
依存性発現生体分子を網羅的に検索・同
定すること 
・従前の研究により同定した年齢依存性発現
生体分子Ugl-Y (Young age-related 
urinary glycoprotein) およびM-LP
（Mpv17- like protein)の構造・生理的機
能を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス肝の年齢依存性発現遺伝子の検
索と同定 
 
生後 3日ないし 15 ヶ月を経過したマウス 
(C57BL/6) の肝から RNeasy Mini Kit 
(Qiagen) を用いて RNA を抽出した。蛍光デ
ィファレンシャルディスプレイ (FDD) 解析
は, 10 種類の任意 primer (Operon) と 3 種
類の 3'-anchored oligo-dT primer の組み合
わせによる計 30通りの primer 対を用いて実
施した。発現様式に年齢依存性変化の見られ
た cDNA については, サブクローニング後，
塩基配列を決定し, DNA データベースを利用
してホモロジー検索(BLAST)した。各遺伝子
の発現量は, Power SYBR Green PCR Master 
Kit (Applied Biosystems) を使用して
real-time PCR 解析装置(Applied 
Biosystems)により測定した。  
 
(2) 年齢依存性発現生体分子の構造と生理
的機能の解明 
 
① 若年者の尿に特異的に存在する糖タンパ
ク質 Ugl-Y の解析 
 
尿試料は同意を得た上，男性１名より定期
的に採取した。 Ugl-Y は，硫安分画法，疎水
性クロマトグラフィーおよび preparative 
電気泳動法などを用いて精製した。Ugl-Y の
N 末端配列は，IEF-PAGE で分離した Ugl-Y を
PVDF 膜に転写後，プロテインシークエンサー
を用いて分析した。内部および C末端配列は，
PVDF膜上で3種のプロテアーゼで断片化して
得られたペプチドを HPLC で分離後，プロテ
インシークエンサーおよび MALDI-TOF MS を
用いて決定した。 Ugl-Y の発現は，Y1 およ
び Y2 に相当する配列をコードする発現ベク
ターを COS-7 細胞に導入後，細胞抽出液を
IEF-PAGE で分析することにより確認した。 
 
② マウスの年齢依存性発現分子 M-LPのヒト
ホモログの遺伝子構造と機能の解析 
 
M-LPH（M-LPヒトホモログ）の全長cDNAの
クローニングは，ヒト腎由来poly A+ RNAを用
いてRACE 法により行った。細胞内局在は，
GFP標識M-LPH発現用vectorを導入したCOS-7
細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察するこ
とにより解析した。 M-LPH発現細胞における
抗酸化酵素のmRNAはreal-time PCR装置を用
いて定量した。 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス肝の年齢依存性発現遺伝子の検
索と同定 
 
生後 3日から 15ヵ月のマウス脳について，
30通りのprimer対を用いてFDD解析を行い，
年齢依存的な発現量変化を示すバンド 6本（
L1-L6）を見出した。これらすべての塩基配
列を決定後，real-time PCR 装置による解析
を行ったところ,いずれも FDD 法と同様な年
齢依存的な発現パターンを示すことが確認
された（図 1）。 
 
図 1 マウス肝の年齢依存性発現遺伝子 
 
 
ホモロジー検索の結果，L1-L6 はそれぞれ
mouse mitochondrion genome (GenBank 
DQ106412; 100% identity: 209/209)，mouse 
EST of CWF19-like 1 gene (GenBank 
AV466254; 99% identity: 109/110)，mouse 
aldehyde dehydrogenase family 1，subfamily 
A1 mRNA (GenBank BC054386; 99% identity: 
241/243)，mouse ESTs of ecotropic viral 
integration site 5 (GenBank CN530763，
BU924136 他; 98% identity: 265/269)，mouse 
cell division cycle 2-like 5 mRNA (GenBank 
NM001081058; 99% identity: 197/198)，mouse 
complement component 8，alpha polypeptide 
mRNA (GenBank BC027748; 99% identity: 
633/635)  との間に高いホモロジーを有し，
これらの遺伝子の 1 部であると考えられた。
今回見い出した年齢依存性発現パターンは
これらの遺伝子の未知の生理的機能の解明
にも役立つものと考えられる。 
 
(2) 若年者の尿に特異的に存在する糖タン
パク質 Ugl-Y のの構造と生理的機能の解明 
 
① 加齢に伴う Ugl-Y 量の変化 
Ugl-Y は，等電点電気泳動法により 17 才ま
での健康な若年者の尿中に３本１組のバン
ド（Y1-Y3）として見い出された糖タンパク
質である。それぞれ 50 名以上の若年者およ
び成人の尿検体の解析から Ugl-Yは若年者に
特異的であることが判明していたが，今回，
1 個体から定期的に尿を採取し，Ugl-Y 量が
加齢とともにどのように変化するかを解析
した。3本 1組の Ugl-Y のバンド（Y1-Y3）の
濃度は 16 才で激減し，17 才以降では検出不
可能であったことから，Ugl-Y は個体のレベ
ルにおいても若年期に特有のタンパク質で
あることが確認された(図 2)。 
図 2 加齢に伴う Ugl-Y 量の変化  
 
 
② Ugl-Y の１次構造の解析 
採取した尿から精製した Ugl-Y を，等電点
電気泳動で分離後 PVDF 膜に転写し，N末端配
列を protein sequencer を用いて分析した。
その結果，最も陰極側に位置するバンド Y1
の N末端配列は，fibronectin（FN，血清や 
細胞外マトリックスに存在し、細胞の接着，
移動，分化や細胞骨格の構築に重要な役割を
担うタンパク質）の 723 から 740 番目のアミ
ノ酸残基の配列（A723-W740）に完全に一致
していることが明らかとなった。そこで，
PVDF 膜上で 3 種のタンパク分解酵素による
断片化を行い，得られたpeptide断片をHPLC
で分離後，それぞれの断片の配列を protein 
sequencer を用いて分析したところ，Y1 およ
び Y2の N末端から少なくとも185残基は FN
の配列と完全に一致することが示された。さ
らに，C 末端ペプチドの MALDI-TOF MS によ
る分析の結果から，Y1 および Y2 の C 末端は
それぞれ FN の 911 番目（R911）および 903
番目のアルギニン（R903）に相当することが
判明した。このように Ugl-Y の完全一次構造
の決定により，Ugl-Y は FN の部分タンパク
質分解によって生じたものであることが明
らかとなった。 
 
③ 培養細胞内での Ugl-Y の発現 
決定した 1 次構造（Y1, A723-R911; Y2, 
A723-R903）を持つタンパク質を培養細胞内
で発現させ，細胞抽出液を等電点電気泳動に
より分析し，発現タンパク質と尿由来 Y1，
Y2 の移動度を比較した。それぞれの発現タ
ンパク質は，尿中の Y1，Y2 と同じ移動度を
示したことから，決定した１次構造が Ugl-Y
の配列に相当することが確認された。また，
興味深いことに，Y1 発現細胞からは Y1 のみ
ならず Y2，Y3 が，また Y2 発現細胞からは
Y2 のみならず Y3 が検出されたことから，Y2
およびY3はY1の翻訳後修飾によって生じた
ものと考えられた。 
 
④ 血清からの Ugl-Y の検出 
FN は，血清中ばかりでなく，糸球体間質
や腎基底膜にも存在することが知られてい
る。そこで，FN 断片である Ugl-Y が血清に
由来するのか，あるいは腎臓または尿路に由
来するのかを明らかにするために，小児血清
からの Ugl-Y の検出を試みた。およそ 1.3 ml
の血清を部分精製して得られた標品につい
て，FN に対する特異抗体を使用した免疫ブ
ロット法による検出を行うと，Ugl-Y の 3 本
のバンドが検出された。このことから，Ugl-Y
は血清由来であることが証明された。 
FN は，２本のポリペプチド鎖（分子量約
25 万）が S-S 結合により結合した分子であ
り，それぞれのポリペプチド鎖は３種類の繰
り返しユニット（タイプ I，II，III）によ
り構成されてる。今回判明した Ugl-Y の位置
は２番目と３番目のタイプ III ユニットの
領域にほぼ一致していた（図 3）。 
図 3 FN と Ugl-Y の位置関係  
 
 
(3) マウスの年齢依存性発現分子 M-LP のヒ
トホモログ（M-LPH）の遺伝子構造と機能の
解析 
 
M-LP は，トランスクリプトーム解析による
年齢依存性発現生体分子の網羅的検索の過
程で見い出されたマウス腎のタンパク質で
あり活性酸素代謝機構への関与が示唆され
ている。本研究では，M-LP の分子多様性を検
討するために，M-LP のヒトホモログ (M-LPH) 
を同定し，その遺伝子構造，局在および抗酸
化酵素の発現誘導・抑制作用について検討を
行なった。  
 
① M-LPH 遺伝子の同定 
マウス M-LP のアミノ酸配列を用いてヒト
ゲノムデータベースの TBLASTN 検索（NCBI）
を行ったところ，M-LP の 1部に高いホモロジ
ー を 有 す る コ ン テ ィ グ （ GenBank no. 
NT_010393）が同定された。そこで，この配
列に基づいて RACE 法による cDNA のクローニ
ングを行った。得られた RACE 産物の塩基配
列とヒトゲノム配列との比較から，M-LPH 遺
伝子は 16 番染色体 p13.1 領域上にあって，4
個のエクソンより構成され，196 アミノ酸残
基および 147アミノ酸残基からなるタンパク
質，M-LPH1 および M-LPH2，をコードする少
なくとも 2種類の転写産物が発現しているこ
とが判明した。M-LPH1 および M-LPH2 は同一
の M-LP 遺伝子からの alternative splicing 
isoform であり，M-LPH2 では exon 2 が欠失
していた(図 4)。M-LPH1 と M-LPH2 のアミノ
酸配列は，N 末端側から 103 残基までが同一
であり，104 残基目以降の C 末端側が完全に
異なっていた。M-LPH1 の N末端側の 188 アミ
ノ酸残基の配列は，マウスのペルオキシソー
ム局在型 M-LP に対して高い相同性（79.8% 
identity、96.3% similarity）を有していた。 
 
図 4 M-LPH 遺伝子の転写産物 
 
 
次に，ヒト腎における RNA レベルでの発現
を確認するために RT-PCR 解析を行ったとこ
ろ，M-LPH1，M-LPH2 に相当すると予測される
大きさの PCR 産物が検出された。さらに，
real- time PCR による解析の結果，M-LPH1
の発現量は，M-LPH2 のおよそ 1/2 であること
が明らかとなった。一方，正常ヒト腎細胞タ
ンパク質の Western blot 解析では，M-LPH1
に相当する位置バンドが検出されたが
M-LPH2 は検出されなかったことから，生理的
条件下では主として M-LPH1 が産生されてい
ることが示された。 
 
② M-LPH1 の臓器分布および細胞内局在解析 
RT-PCR 解析の結果，M-LPH1 の mRNA は主と
して腎，肝および膵で発現しており，その他，
心，脳，肺，骨格筋など広く発現していた（図
5）。マウス M-LP の場合，ペルオキシソーム
局在型の発現は腎，脾，心，脳，肺，肝など
の多くの臓器で認められ，他方，細胞質局在
型の発現は腎に特異的である。したがって，
M-LPH1 の分布はマウスのペルオキシソーム
局在型に近い。 
 
    図 5 M-LPH1 の臓器分布 
 
 
次に，M-LPH1 の細胞内局在を明らかにする
ため，ペルオキシソ－ムマ－カ－タンパク質
の発現 vector と GFP 標識 M-LPH1 の発現
vector を COS-7 細胞内に同時に導入し，両者
に由来する蛍光を共焦点顕微鏡を用いて観
察した。両者の蛍光シグナルが完全に一致し
たことから M-LPH1 はペルオキシソームに局
在することが示された。従って，これらの結
果から，今回同定した M-LPH1 はマウスにお
けるペルオキシソーム局在型に相当するこ
とが明らかとなった。 
 
③ M-LPH1 遺伝子導入による抗酸化酵素遺伝
子発現の変化 
M-LPH1 を過剰発現させた細胞における各
抗酸化酵素（SOD1，SOD2，SOD3，Gpx1，Gpx3，
CAT）の mRNA 量を real-time PCR 解析装置を
用いて測定したところ，Gpx3 および CAT の
mRNA 量の有意な減少が認められた。従前の
マウスのペルオキシソーム局在型 M-LP に関
する同様の解析では，SOD2 発現の誘導が認め
られ，細胞質局在型では SOD2 発現の誘導と
Gpx1 および Gpx3 の抑制が認められた。これ
らの結果を今回と比較すると，マウスとヒト
において M-LP によってその発現が変動する
酵素の種類がそれぞれ異なっていた。しかし，
SOD は過酸化水素合成の主要な酵素であり
Gpx と CAT はいずれも過酸化水素を分解する
酵素であることを考慮すると，これらの結果
はいずれも生体内の過酸化水素濃度を上昇
させる変化である点で一致しており，M-LP の
生理的機能解明の 1つの手がかりになるもの
と考えられた。 
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